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de un apósito bioactiv 
ltiJ11!,f§;p;tMikGI 
• La cicatrización de las heridas es un proceso complejo que implica 
diferentes fases que se solapan entre sí, incluyendo la inflamación, 
la epitelización, la angiognesis y la síntesis y deposición de matriz 
extracelular. Los fibroblastos dérmicos tienen una función esencial 
en la formación del tejido de granulación. Migran hasta la lesión en 
respuesta a citoquinas, proliferan y sintetizan las proteínas de la 
matriz extracelular, las cuales son la base del proceso de reparación 
futuro. Los oligoelementos tales como el zinc y el manganeso son 
necesarios para muchas funciones celulares y, por consiguiente, 
pueden potencialmente estimular los procesos de reparación de las 
heridas. En el presente estudio hemos investigado el efecto de un 
aposito que contiene zinc, calcio y manganeso (Trionic<~~>) sobre la 
proliferación, el crecimiento, la síntesis de colágeno 1 y 111 y la migra-
ción de los fibroblastos. Los resultados obtenidos indican que los 
oligoelementos solubles presentes en Trionic<~~> actúan estimulando 
la proliferación, el crecimiento, la biosíntesis de colágeno y la migra-
ción de los fibroblastos. Dada la participación crucial que estas fun-
ciones celulares tienen sobre el comportamiento de los fibroblastos 
durante el proceso de formación del tejido de granulación, conclui-
mos que los iones Ca2•, Zn2• y Mn2• contenidos en Trionic<~~> pueden 
proporcionar potenciales beneficios en el tratamiento de las heridas 
crónicas y durante la fase reparativa del proceso de cicatrización. 
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The activating function of bioactive dressing with ionic 
charge on human fibrob/asts 
• The healing of wounds is a complex process that involves different 
overlapping phases, including inflammation, epithelization, angio-
genesis and the synthesis and deposition of extracellular matrix. 
Dermic fibroblasts play an essential role in the formation of granu-
lated tissue. Dermic fibroblast migrate to the lesion in response to 
cytokines, proliferating and synthesising proteins of the extracellu-
lar matrix, which are the basis of future repair processes. 0/igoele-
ments such as zinc and manganese are necessary for many cells 
functions and, thus, can potentially stimulate the repair processes 
of wounds. In this study, we sought out to determine the effect of 
a dressing containing zinc, calcium and manganese (Trionic<ll>) on 
the proliferation, grovvth, collagen 1 and 111 synthesis and the migra-
tion of fibroblasts. The results obtained indicate that soluble oligoe-
lements that are present in Trionic<~~> act by stimulating proliferation, 
grovvth, collagen biosynthesis and the migration of fibroblasts. 
Given the key participation that these ce// functions have on the 
behaviour of fibroblasts during the process of granulated tissue, we 
conclude that ions Ca2• , Zn2• and Mn2• contained in Trionic<ll> can 
provide potential benefits for the management of chronic wounds 
and during the reparative phase of the healing process. 
Keywords: 
Healing process; ce// proliferation; ce// migration; collagen; ions; 
zinc; manganese; calcium; Trionic<~~>. 
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Introducción 
El proceso de c ica trizac ión es un proceso comple-
jo y dinámico que invo lucra la parti c ipac ión coor-
din ada de di stintos tipos ce lul ares y fac to res de 
crec imi ento que parti c ipan en las tres di stintas fa-
ses del mismo: la fase inflamatori a, la regenerati va 
(g ranul ac ión y epitel izac ión) y la de madurac ión. 
En esta última los fe nómenos ce lul ares princ ipales 
son la producc ión de nuevo tejido co njunti vo fo r-
mado por los f ibrobl astos princ ipalmente, y la pro-
li fe rac ió n y mi grac ión de los qu eratin oc itos qu e 
conduce a la reep iteli ali zac ión de la herida. La in-
teracción entre múl t ipl es c itoc inas como la inter-
leucina 1 p (IL-1 p), las cé lu las y la matri z ex trace lu -
lar es bás ica para la ini c iac ión, prog resión y reso-
luc ión de las heridas. 
Tan pronto como los fibrobl astos sintet izan las fibras 
de co lágeno de la nueva matri z extrace lular, su acti-
vi dad mitótica se reduce, al igual que la densidad 
ce lular y la vascularizac ión del teji do. Tanto la depo-
sición de co lágeno como la ori entación de los fibro-
bl as tos es determin ada por la f ibronect ina, la cual 
constitu ye la más importante proteín a de la matri z 
extracelular en esta fase del proceso (Greiling et al.; 
1997) . La reepitel izac ión fi sio lógica es ini c iada por 
va ri os estímul os : fac tores de crec imiento, la ausen-
cia de cé lul as vec inas en los márgenes de la herida, 
lo que di spara tanto la pro li fe ración como la migra-
ción de las cé lul as ep idérmi cas; la pérd ida de con-
tacto de las cé lul as ep idérmi cas con la membrana 
basa l y el establec imiento de nuevas in teracc iones 
entre las cé lul as con los componentes de la matri z 
dérmi ca; la producc ión y liberac ión de co lagenasa o 
MMP1 por las cé lul as epidérmi cas y la acti vac ión de 
pl asmina por el pl asminógeno, la cual a su vez acti -
va la co lagenasa y otras metaloprote in asas (Park s; 
1996). 
Tri oni c® es un após ito di stri bui do por Jonh so n & 
Jonhson que ha sido diseñado para li berar de modo 
fisio lóg ico estos iones durante el proceso de c icatri -
zac ión de las heridas. Los iones z inc y manga neso 
ti enen un papel fundamental en el proceso de c ica-
tri zac ión, dada su acc ión universa l como ca-fac to-
res de muchos de los enzimas impli cados en el me-
tabo li smo y la homeostas is ce lul ar. En este senti do 
se ha descri to (véase Andrews and Gall agher-AIIred 
C; 1999 y Ravanti and Kahari ; 2000, pa ra rev isiones 
rec ientes y Tri onic®-Techn ica l Fil e,) que el z inc y el 
manganeso: act iva n la pro li fe rac ión y migrac ión de 
f ibrobl as tos; la síntes is de co láge no; la pro li fe ra-
c ió n y mi grac ión de qu eratin oc i tos ; la act iv id ad 
metabó li ca de todas las cé lul as impl icadas en el 
proceso de c ica tri zac ión; la acti vac ión de macrófa-
gos; la adhes ión de las cé lul as con la matri z extra-
ce lular; etc. 
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Dados los anteceden-
tes anteriormente c ita-
dos, el objeti vo globa l 
del prese nte es tudi o 
fue determinar el efec-
to de los iones diva len-
tes Zn 2+; Mn 2+ y Ca 2+ 
liberados de la matri z 
del nuevo apósito Tr io-
ni c® disti ntos pa ráme-
tros determin antes y 
represe ntativos de la 
part icipac ión de los f i-
brobl astos dérmi cos 
humanos en el proceso 
de c ica tri zac ión. 
Materiales 
y métodos 
Para el presente es tu -
dio se util iza ron f ibro-
bl as tos dérmi cos hu -
manos (HDF, culti vos 
prim ari os der iva dos 
de b iops ias obtenidas 
y procesa das de pi e l 
de vo luntari os sa nos). 
El med io de cul tivo 
"Trionic® actúa 
estimulando 
la proliferación, 
el crecimiento, 
la biosíntesis 
de colágeno, 
la migración y 
la adhesión 
de fibroblastos 
humanos" 
para hacer crecer las cé lul as fue Dul becos- 1g/L glu-
cosa (l nv itrogen) el cual contenía un 10% de suero 
bov ino feta l (FCS ), 2mM L-g lutamin a, 100 ¡J g / mi 
estreptomi c ina, 100 U/mi de penic ilina y 1 mM de 
HEPES (Biowhi taker). Entre el cuarto y séptimo pase, 
las cé lul as fuero n sembradas en p lacas de 12, 24 
ó 96 poc ill os (en función del ensayo) (Costar 3526, 
Corning INC, USA) a una densidad de 1,5 x 104 cel/ 
cm2• 
Los componentes so lubles, que estaban compuestos 
por calc io, zi nc y manganeso, fue ron obtenidos del 
med io condic ionado a dife rentes t iempos (según lo 
indicado en las figu ras correspondientes). Para ell o, 
piezas de l após ito de 4 x 4 cm2 fueron incubados en 
40 mi de med io de cultivo que contenía 2,5% FB S a 
3 7°C. Después del ti empo indicado, el após ito se re-
tiró y el medio restante fue utili zado pa ra los experi-
mentos subs iguientes. 
La t in c ión cri sta l v io leta (CVD E) fue rea li zada de 
acuerdo con el protoco lo expuesto en Gilli es et al 
(1986), fue mea ida en el lector de p lacas (ELI SA) 
con un f iltro de longitud de onda de 590 nm . Los 
análi sis de la c itotoxic idad fueron rea li zados usa n-
do el react ivo de pro li ferac ión ce lul ar W st-1 (Bo-
ehringer Mannh eim, di agnósti co de Roche), a las 
24 y 72 horas despu és del tratamiento de los fibro-
bl as tos con los di fe rentes medios co ndi c ionantes. 
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Este análi sis es un análi sis ca lo rim étri co, no ra -
diact ivo, para la cuant ificac ión de la v iab ili dad de 
la cé lul a, basada en la transformación de la sa l te-
trazo lium de W st- 1 a fo rm azá n po r las deshi droge-
nasas mi tocondria les produc ida en cé lul as v iab les . 
La absorba nc ia de las mu estras fue med ida en un 
lec tor de la placas (ELI SA) con un f iltro de longitud 
de onda de 450 nm. Los controles usados pa ra los 
ensayos de c itotox ic idad eran 0,02% SOS, y med io 
comp leto que contenía FCS al 10%, como contro l 
negativo y pos itivo de la pro li fe rac ión, respect iva-
mente . 
Para determ inar el efecto sobre la producción del co-
lágeno, las cé lulas fue ron tratadas pr imero con el 
medio condic ionado y después f ij adas con 1 O mM 
DPB S/3% parafo rm aldehi do. En tonces las cé lul as 
fueron t ratadas co n un a so lu c ión permeabi li za nte 
que consist ía en DPBS/0, 0,5 % Tween-20/0, el 1% 
Tri tón X-1 00, dura nte1 O minutos. Después de lavar y 
de b loquear los sit ios reactivos li bres, las cé lul as fue-
ro n incubadas con los antic uerpos monoc lonal es 
contra co lágeno t ipo 1 o co lágeno t ipo 111 (sigma) a 
4°C dura nte toda la noche. Despu és de ser lavadas, 
las cé lul as fueron in cubadas co n byot ini lated- lgG 
(Vector laborator ies), el cual reconoce los anti cuer-
pos prim arios monoclonales. Finalmente, las cé lul as 
f uero n t ratad as d ura nte 1 ho ra co n el co mp l ej o 
Streptav id i n-streptav id i n-B ioti n-H RP-H RP y teñi das 
con el substrato HRP de O PD (s igma). La absorban-
cía fue determin ada en un espectrofotómetro ELI SA 
Elx800 a 490 nm. 
La migrac ión de los fi brob lastos fue comprobada en 
un test in vitro de Wound-hea ling, el cual consiste en 
monitori za r el t iempo que las cé lul as ta rdan en rees-
tab lecer una heri da arti f icial rea li zada sobre la mono-
capa confluente de fibrob lastos y su relación con los 
componentes presentes en Tri oni dB>. Los fibrobl astos 
fueron sembrados en placas revest idas con gelatina y 
se extend ieron du ra nte la noche en el med io sup le-
mentado con FCS. Después, una herida fue produci-
da sobre la monocapa y se le agregó nuevamente me-
dio condicionado pero sin FCS, para evita r su pos ib le 
efecto en la proli feración ce lular. Se util izó el micros-
cop io de Time- lapse pa ra seguir la migrac ión de los 
fibrob lastos en la herida. Las imágenes fueron toma-
das con una cá mara fotográfica Hamamatsu a inter-
va los de 15 minutos . Como control se real izó una he-
ri da en las mismas condi c iones, pero se mantuvo el 
cul t ivo sin medio condicionado. 
Resultados 
Effecto de Trionic® sobre la proliferación 
de fibroblastos 
La proli feración de los fibrob lastos constituye uno de 
los elementos crít icos de todo el proceso de curac ión 
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Figura 1. Efecto de Trionic® sobre la prol iferac ión de los fibroblastos me-
dida por el método W ST-1. Los fibroblastos humanos fueron tratados du-
rante 72 horas con medio condicionado obtenido en los tiempos indica-
dos a part i r de Trionic® o bien con los controles posi tivos o los negativos 
de las heri das y especialmente durante la fase regene-
rati va del mismo. El incremento del número de fibro-
blastos dérmi cos en la zona que se produce la herida 
fac ili ta rá la síntes is de la matri z extracelular, la secre-
ción de facto res de crec imiento que regulan el proce-
so de neovasculari zac ión o angiogénesis y la forma-
ción del nuevo tej ido conjuntivo que fac ilita la reepi-
te lización. 
Con el obj eti vo de determinar si Tri onic® puede ser 
citotóx ico o estimulador de la proli feración de los fi-
brob lastos, se ha ut il izado el test de l WST-1, como 
método indirecto de la reducción (ci totoxic idad) o el 
incremento (proli fe rac ión) en el número de los fi bro-
bl astos. Tal como se muestra en la Figura 1, los com-
ponentes liberados durante las dos primeras horas de 
tratamiento inducen un fuerte incremento del 53 % en 
la activ idad mitocondrial medida por el método del 
WST-1 , sin provocar ningún efecto citotóx ico . Este re-
sul tado indi ca que los componentes l iberados por 
Tri oni c® act ivan la pro li fe rac ión de los fib rob lastos 
hasta va lores equi va lentes a los indu cidos por los 
contro les pos itivos . Estud ios rea li zados en pa ralelo, 
utili zando tinc ión de los fibrobl astos con cri stal v io-
leta, ind ica n que los elementos presentes en Tri onic® 
también incrementan el crec imiento de los fi brobl as-
tos hasta va lores equiva lentes a los encontrados para 
!a pro li feración. 
Trionic® induce la producción de matriz 
extracelular por los fibroblastos humanos 
La matri z extrace lul ar fo rm ada por los fib rob lastos 
que pa rti c ipan en la fase regenerati va, const ituye el 
elemento princi pal que fac ili ta la adhes ión de las cé-
lul as endoteli ales en el proceso de vasculari zac ión y 
la base princ ipal s_9bre la que se fo rma el nuevo tej i-
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Figura 2. Efecto de Trionic111 sobre el creci miento de los fibroblastos me-
dida por el test del cri stal violeta. Los fibroblastos humanos fueron trata-
dos durante 72 horas con medio condicionado obtenido en los ti empos 
indicados a partir de Trionic111 o bien con los controles pos itivos o los ne-
gativos 
do conjuntivo de la cicatriz. De todos los elementos 
proteicos de la matri z extracelular, el colágeno y la 
fibronectina son los más abundantes y determinantes, 
dada su función estructura l y de señalización sobre 
los otros tipos celulares. En el tejido conjuntivo de la 
dermis, los co lágenos más abundantes son los de Tipo 
1 y 111, los cuales se organizan en fibras . Mediante un 
test de tipo ELISA, se ha determinado si los compo-
nentes presentes en Trionic® pueden modular la pro-
ducción de Colágeno 1 y 111 por los fibroblastos huma-
nos tratados con la fracción soluble del apósito. Tal y 
como muestra la Figura 3, los componentes liberados 
durante 24 horas por Trionic® inducen un fuerte in-
cremento, tanto en la producción de colágeno 1 co-
mo de colágeno 111 (de 3 a 4 veces por encima del 
control ). El incremento está incluso por encima del 
inducido por el control positivo. Estos resultados su-
gieren que los oli goe lementos contenidos en Trionic® 
son potentes estimuladores de la producción de ma-
triz extracelular. 
Trionic® estimula la migración 
de los fibroblastos 
Durante el proceso de cicatrización de las heridas, 
además de una elevada proliferación celular de los f i-
broblastos se produce una intensa actividad migrato-
ria de estas células, con el objetivo de ocupar las zo-
nas del tejido donde se iniciará la fase regenerativa . 
Esta actividad migratoria está directamente relaciona-
da con la síntesis y orientación de la matriz extrace-
lular y con la actividad de metaloproteinasas, las cua-
les son dependientes de iones zinc. 
Con el objetivo de determinar el efecto de los princi-
pios activos de Trionic® sobre el incremento de la mi-
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Figura 3. Efecto de Trionic111 sobre la síntes is de Colágeno 1 y 111 por fi -
broblastos humanos. La producc ión de co lágeno fue determ inada me-
diante un tes t ELI SA, después de 7 días de trata miento con el med io 
condicionado obtenido a part ir de Trionic111 en los tiempos indicados 
gración celu lar, el medio condicionado de Trionic® y 
el contro l obtenido a las 2 y 60 horas se incuba con 
los fibrob lastos confluentes en placas de 24 poci llos, 
en los cua les se habrá realizado una herida artificial 
en el cultivo, después de mantener durante 24 h con 
un 1% de SBF. A varios tiempos después de la aplica-
ción del producto (0, 12 , 24, 36 y 48 h) se analizó, 
por medio de contraste de fases y de un sistema de 
análisis de imagen, la cinética de recubrimiento de la 
herida artificial. Para ello, se toman imágenes de una 
misma zona concreta de la herida a los tiempos indi-
cados . Los resultados obten idos (Figura 4) indican 
que el tratamiento de los fibroblastos con los elemen-
tos solubles de Trionic® induce una capacidad de mi-
gración mayor que las cé lulas control. La longitud de 
las flechas en la Figura 4, indica la anchura de la he-
rida artificial no cubierta por las célul as. Estos resul-
tados demuestran que Trioni c® estimula la migración 
de los fibroblastos . 
Disc ·ón 
Los resultados obtenidos en el presente estud io indi-
can que Trionic® estimula el crecimiento y diferencia-
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Figura 4. Efecto de Trionic® sobre la migrac ión de los fibroblastos. Con 
el objeti vo de determinar la capacidad de estimulación de la migrac ión 
ce lular, se rea lizó una herida art i fi cia l sobre una monoca pa de fibro-
blastos y las cé lulas fueron tratadas o no con el medio condicionado ob-
tenido a partir de Trionic®. Los cult ivos se mantuvieron a 37"C en el mi -
croscopio durante 48 horas y la imágenes se tomaron cada 5 minutos. 
La fi gura muestra las imágenes tomadas a O, 12, 24, 36 y 48 horas de 
tratamiento con el medio condicionado. Las flechas indican la amplitud 
de la herida a los diferentes ti empos de tratamiento 
c ión ce lular. El calc io actúa como segundo mensaje-
ro universa l y muchas de las funciones ce lulares son 
moduladas por la concentración de ca lcio intra y ex-
tracelular. El z inc es un cofactor esencial en una gran 
var iedad de procesos ce lulares, incluida la síntes is de 
áNA, el comportam iento, la rep roducción, la forma-
c ión de los huesos, el crec imiento y la cicatri zac ión 
(Barceloux; 1999). El z inc es requerido por muchos 
enzimas para funcionar, al igual que por bastantes 
facto res de transcr ipción. Muchos de estos enzimas y 
factores de transcripción participan act ivamente en el 
proceso de curación de heridas (Borkakoti ; 1998, An-
drews M and Gallagher-AIIred; 1999, Ravanti and Ka-
hari ; 2000). Actualmente, es bien conocido que la 
deficiencia en zinc desemboca en una mala curac ión 
de las herid as, así como de otros síntomas (Scho ll 
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and Lan gkamp-H enken; 2001 ). Es por ello que el 
zinc ha sido utilizado durante años en el tratamiento 
cróni co de her idas (Ayello et al.; 1999, Wilkinson 
and Hawke; 1999). Por otro lado, el manganeso es, 
aparte de otras cosas, un cofactor específico para dos 
enzimas que son críti cos en la curación de heridas: la 
prolidasa, necesa ri a en el proceso de maduración del 
co lágeno y la superoxid-d ismutasa, la cual protege a 
las cé lul as de los radi ca les libres (Robinson; 1998, 
Tenaud et al.; 1999, Macmill an-Crow and Cruthirds; 
2001 ). 
Hasta el momento, muy pocos estudios han aportado 
información respecto a la combinac ión de estos tres 
oligoelementos. Mediante este ensayo in vitro, hemos 
estudiado como estos tres oligoelementos presentes 
en Tri onic® afectan a varios parámetros en los fibro-
blastos humanos que deben ser estimul ados durante 
el proceso de c icta ri zación. Los resultados indican 
que Trioni c® actúa es timulando la proliferación, el 
crec imiento, la biosíntes is de colágeno, la migración 
y la adhes ión de los fibroblastos humanos. Al actuar 
sob re estas funciones claves en el comportamiento de 
los fibrob lastos, concluimos que Trioni c® tiene bene-
ficios potenciales en el tratamiento de heridas cróni-
cas en la fase de reparac ión del tejido . 
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